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基于化学模式识别技术提升参威骨痹片的质量标准并
监测其生产中质控指标的转移率变化
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［摘要］ 目的：提升参威骨痹片的质量标准，初步探索其质量控制指标成分在批间含量差异较大的原因。方法：采用

HPLC 建立参威骨痹片的指纹图谱，以 Diamonsil C18（4. 6 mm×250 mm，5 μm）为色谱柱，流动相乙腈（A）-0. 1% 磷酸水溶液（B）
梯度洗脱（0～5 min，10%A；5～15 min，10%～12%A；15～30 min，12%～26%A；30～43 min，26%～31%A，43～50 min，31%～

40%A，50～70 min，40%～55%A；70～84 min，55%～72. 5%A），检测波长 230 nm。以共有峰为自变量绘制正交偏最小二乘法-

判别分析-变量重要性投影（OPLS-DA-VIP）图，将共有峰对该制剂各批次间指纹图谱差异的贡献度量化，寻找差异较大的色谱

峰，结合相关文献，筛选出与参威骨痹片临床适应症相关的成分并进行其含量测定的专属性试验，最终选定质控指标。通过

HPLC-二极管阵列检测器（DAD）同时对本品及其生产过程中间体中质控指标进行测定，检测波长 236，276，230，322 nm，其他

条件同 HPLC 指纹图谱检测方法。结果：HPLC 指纹图谱共标定了 26 个共有峰，各批次样品指纹图谱与对照指纹图谱的相似

度均≥0. 950。优选出马钱苷酸、龙胆苦苷、芍药苷、蛇床子素为参威骨痹片的质控指标，四者的平均质量分数分别为 161. 02，

401. 80，255. 54，80. 68 μg·g-1。结论：所建立的指纹图谱及多指标定量分析方法稳定、可靠，可用于参威骨痹片的质量控制。

原料药批间质控指标成分含量差异和生产过程中间体的质控方法不够完善是引起该制剂批间质控指标成分含量差异较大的

主要原因。
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［Abstract］ Objective： To improve the quality standard of Shenwei Gubi tablets，and to explore the

reasons for the great difference in the contents of quality control index components between batches of this

product. Method：The fingerprint of this product was established by HPLC，the determination was performed

on Diamonsil C18 column（4. 6 mm×250 mm，5 μm）with acetonitrile（A）-0. 1% phosphoric acid solution（B）
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for gradient elution（0-5 min，10%A；5-15 min，10%-12%A；15-30 min，12%-26%A；30-43 min，26%-

31%A，43-50 min，31%-40%A，50-70 min，40%-55%A；70-84 min，55%-72. 5%A）as the mobile phase at

detection wavelength of 230 nm. The orthogonal partial least squares-discriminant analysis-variable importance

in the projection（OPLS-DA-VIP）map was drawn with the common peak as the independent variable. The

contribution of 26 common peaks to the fingerprint differences among different batches of this product was

quantified. By searching for the chromatographic peaks with great differences， combined with relevant

literature，the components related to the clinical indications of the product were screened out and their contents

were determined by specificity experiment，and the quantitative indicators were finally selected. HPLC-doide

array detector（DAD）was employed to determine the contents of the above preferred indexes with detection

wavelengths of 236，276，230，322 nm，other conditions were the same as HPLC fingerprint detection method.

Result：A total of 26 common peaks were calibrated on the HPLC fingerprint of Shenwei Gubi tablets. The

similarity between the fingerprint of each batch samples and the reference fingerprint was≥0. 950. Loganic acid，

gentiopicroside，paeoniflorin and osthole were optimized as the quantitative indicators of this product，their

average contents were 161. 02，401. 80，255. 54，80. 68 μg·g-1. Conclusion： The established fingerprint and

multi-index quantitative analysis method are stable and reliable，and can be used for quality control of Shenwei

Gubi tablets. Difference in contents of quality control components between batches of raw materials and the

imperfect quality control method of intermediates in the production process are the main reasons for the great

difference in the contents of quality control indicators between batches of this product.

［Key words］ fingerprint；chemical pattern recognition；cluster analysis；principal component analysis

（PCA）； orthogonal partial least squares-discriminant analysis（OPLS-DA）； high performance liquid

chromatography（HPLC）；Shenwei Gubi tablets

参威骨痹片含威灵仙、小红参、独活等共 15 味

药材，具活血通经、祛风除湿、镇静镇痛、调养气血

之功效，可用于治疗风寒湿痹、跌打损伤、月经不

调。该制剂原质控标准仅以芍药苷为定量指标，该

质控标准对本品中有效成分的控制存在不足，为更

加全面地控制该制剂质量，保障临床疗效，本实验

对参威骨痹片的指纹图谱和质控指标筛选、测定进

行了研究 ，以期为该制剂的质量标准提升提供

依据。

化学模式识别技术可对指纹图谱中共有峰在

各样品中的含量差异进行分析［1-2］，其中的正交偏最

小二乘法 -判别分析 -变量重要性投影（OPLS-DA-

VIP）图可将共有峰对本品各批次间指纹图谱差异

的贡献度量化，筛选出含量差异较大的成分作为质

控指标［3-4］。该方法相对于含量差异较小的成分作

为质控指标可更加真实、全面、严格地反映样品质

量，但也需考虑质控指标成分在定量过程中是否存

在阴性干扰以及其与药物临床适应症之间的联系。

基于上述思路，本实验拟采用该方法建立本品的质

控方法，以期为其他中成药的质控标准建立提供新

思路与新方法。

本研究在对 15 批大生产规模的参威骨痹片样

品进行质控指标含量测定时发现，各质控指标在各

批次样品间的含量差异较大，表明本品的质量均一

性不佳，不利于保障临床疗效。为寻找引起该问题

的原因，本文在使用同一批次原料药进行小试规模

生产的基础上，对参威骨痹片制备过程中各中间体

的质控指标转移率变化进行了研究。

1 材料

1100 系列高效液相色谱系统（美国安捷伦科技

有限公司），T-1000 型电子天平［美国双杰（兄弟）集
团有限公司］，AB265-S 型分析天平［梅特勒-托利多

仪器（上海）有限公司］。马钱苷酸、龙胆苦苷、芍药

苷及蛇床子素对照品（中国食品药品检定研究院，

批 号 分 别 为 111865-201704，110770-201013，

110736-201842，110822-201609，纯 度 分 别 为

94. 7%，96. 9%，97. 4%，99. 5%），15 批参威骨痹片

（昆明市中医医院，批号分别为 18-51，18-52，18-53，

18-54，18-55，18-61，18-62，18-63，18-64，18-65，18-

71，18-72，18-73，18-74，18-75，编号 S1~S15），水为娃

哈哈纯净水，乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2. 1 HPLC 指纹图谱的构建与分析

2. 1. 1 溶液的配制 取马钱苷酸、龙胆苦苷、芍药
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苷、蛇床子素对照品适量，加甲醇配制为每 1 mL 分

别含 169. 32，506. 40，105. 43，60. 32 μg 的混合对照

品溶液。取参威骨痹片 5. 0 g，精密称定，加入甲醇

50 mL，称定质量，超声处理 30 min（功率 100 W，频

率 53 kHz），称定质量，加甲醇补足减失的质量，滤

过，取续滤液 40 mL，蒸干，加甲醇定容至 5 mL，作

为供试品溶液。分别取不含白芍、秦艽、独活的阴

性样品，按上述方法制备相应阴性样品溶液。

2. 1. 2 色谱条件 Diamonsil C18 色谱柱（4. 6 mm×

250 mm，5 μm），流动相乙腈（A）-0. 1% 磷酸水溶液

（B）进 行 梯 度 洗 脱（0～5 min，10%A；5～15 min，

10% ～ 12%A ；15 ～ 30 min ，12% ～ 26%A ；30 ～

43 min，26% ～ 31%A，43～ 50 min，31% ～ 40%A，

50～70 min，40%～55%A；70～84 min，55%～

72. 5%A），流速 1 mL·min-1，检测波长 230 nm，柱温

30 ℃，进样量 10 μL。

2. 1. 3 方法学考察 以龙胆苦苷（P5）为参照峰，

计算各共有峰相对保留时间（RRT）和相对峰面积

（RPA）。取 2. 1. 1 项下同一供试品溶液，按 2. 1. 2 项

下条件连续检测 6 次，计算各共有峰 RRT 和 RPA 的

RSD 均≤2. 6%，表明仪器精密度良好。取 2. 1. 1 项

下同一供试品溶液，分别于制备后 0，2，4，6，8，12 h

按 2. 1. 2 项下条件检测，计算各共有峰 RRT 和 RPA

的 RSD 均≤2. 7%，表明供试品溶液在 12 h 内稳定性

良好。

因重复性试验中 6 份样品的称取质量不同，无

法直接用峰面积进行 RSD 计算，为消除此干扰，先

对峰面积进行标准化处理，将称取质量统一为同一

质量后再进行 RPA 计算。标准化峰面积=｛a/［m×

（40/50）］｝×4，式中 a 为实测峰面积，m 为实际称取质

量，40 表示续滤液 40 mL，50 表示提取液 50 mL，4 表

示 样 品 质 量 4 g。 上 述 标 准 化 处 理 过 程 需 依 据

2. 1. 1 项下供试品溶液制备方法进行。因制备过程

仅取续滤液 40 mL，且称样时所称质量并非 5. 0 g

整，故按 2. 1. 1 项下方法制备的最终定容液 5 mL 中

所含续滤液对应的样品质量并非 4. 0 g 整，如此，为

使后续分析合理，需经上述峰面积标准化公式将指

纹图谱各共有峰的峰面积进行标准化处理。

于同一瓶参威骨痹片中取 6 份样品，按 2. 1. 1

项下方法制备供试品溶液，按 2. 1. 2 项下条件检测，

计算各共有峰 RRT 和 RPA 的 RSD 均≤3. 0%，表明该

方法重复性良好。由上述重复性试验操作者外的

另一试验人员，于另一实验室进行重复性试验，得

各共有峰 RRT 和 RPA 的 RSD 均≤6. 9%，符合 2015

年版《中国药典》（四部）通则 9101 关于样品待测成

分质量分数 0. 01% 量级时所对应的重复性 RSD 范

围要求（≤8%）。综上所述，所建立的 HPLC 指纹图

谱测定方法可用于本品的检测［5］。

2. 1. 4 指纹图谱的构建及相似度分析 取 15 批参

威骨痹片，按 2. 1. 1 项下制备供试品溶液，按 2. 1. 2

项下条件检测，将数据导入“中药色谱指纹图谱相

似度评价系统”（2012. 130723 版本，国家药典委员

会），采用中位数法，设置时间窗口宽度为 0. 1 min，

生成对照指纹图谱，共标定了 26 个共有峰（按编号

1~26 依次记为 P1~P26），其中 P3，P5，P7，P23 分别对

应马钱苷酸、龙胆苦苷、芍药苷、蛇床子素，结果发

现 样 品 S1~S15 与 对 照 指 纹 图 谱 的 相 似 度 均 ≥
0. 950，表明各样品总体质量较稳定。见图 1。

2. 2 化学模式识别及定量指标优选

2. 2. 1 聚类分析（CA） 以 2. 1. 4 项下所测各样品

中共有峰的标准化峰面积（标准化峰面积处理按

2. 1. 3 项下方法进行）为自变量，绘制聚类热图，见

图 2。结果发现 15 批样品可分为两类，样品 S2~S4，

S9，S14，S15 为一类，余下样品为另一类，并初步可

知 P3，P5，P7，P11，P18，P9，P16 在两类样品间的色

差较大，是造成这两类样品差异的主要色谱峰，但

聚类热图无法将共有峰对引起两类样品间差异的

贡献度量化，为准确寻出引起两类样品差异的色谱

峰，采用主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘法-判

别分析（OPLS-DA）进一步分析。

2. 2. 2 PCA 将 15 批样本共有峰的标准化峰面积

数据导入 SIMCA 14. 1，以无监督化学模式识别进

行 PCA，见图 3。结果发现 15 批样品可分为两类，横

坐标负半轴为一类，包含样品 S2~S4，S9，S14，S15，

余下为另一类。该分类与 2. 2. 1 项下结果一致，故

将样品以此法分为 2 组进行 OPLS-DA。

2. 2. 3 OPLS-DA OPLS-DA 可去除与 Y 矩阵无关

R.对照指纹图谱

图 1 15批参威骨痹片的 HPLC指纹谱

Fig. 1 HPLC fingerprint of 15 batches of Shenwei Gubi tablets
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的 X 矩阵变化以达到组间差异最大化，但需外部模

型验证方法排列试验证明模型的有效性［6］。由图 4

（B）可知，左端任意一次随机排列产生的 R2（表示对

数据的解释程度）和 Q2（表示对模型的预测能力）均
小于右端，且 R2=0. 783，Q2=0. 768，表明所建模型有

效［7-9］。由图 4（A）可知，两组样品聚类良好，结果与

2. 2. 1 和 2. 2. 2 项下一致，说明分类合理。由图 4

（C）可知，P3，P5，P6~P11，P15，P16，P18~P20，P23 的

变量重要性投影（VIP）值均>1，是引起两类样品差

异的主要成分［10］，其中马钱苷酸（P3），龙胆苦苷

（P5），芍药苷（P7）和蛇床子素（P23）在定量分析中

无阴性干扰，且均有抗炎镇痛的效果，与本品临床

适应症相关［11-16］，故将这 4 个成分作为本品的质控

定量指标。

2. 3 质控指标定量分析

2. 3. 1 色谱条件及系统适应性 按 2. 1. 1 项下制

备混合对照品溶液和供试品溶液，按 2. 1. 2 项下色

谱条件检测（检测波长包括 236，276，230，322 nm），
结果显示供试品溶液色谱图中各指标成分之间的

分离度均>1. 5，且阴性无干扰，理论板数按龙胆苦

苷（P5）计不低于 3 000，见图 5。

2. 3. 2 分析方法验证 线性关系考察中 P3，P5，

P7，P23 回 归 方 程 分 别 为 Y=4. 024X-5. 040（r=

0. 999 5），Y=2. 697X-4. 970（r=0. 999 7），Y=

15. 276X-19. 766（ r=0. 999 1），Y=9. 289X-8. 893

（r=0. 999 5），这 4 个成分的质量浓度依次在 13. 17~

282. 21， 39. 38~844. 00， 16. 58~355. 32， 7. 82~

167. 56 mg·L-1 与峰面积呈良好线性关系。仪器精

密度考察中 4 种成分峰面积的 RSD 均≤1. 2%（n=6）。
在混合对照品溶液及供试品溶液的稳定性考察中，

4 种成分峰面积的 RSD 均≤2. 7%（时间为 0，2，4，6，

8，12 h）。重复性试验中 P3，P5，P7，P23 平均质量分

数 分 别 为 146. 88，376. 72，248. 63，80. 08 μg·g-1，

RSD 均≤2. 5%（n=6）。
分别精密称取马钱苷酸、龙胆苦苷、芍药苷及

蛇床子素对照品 12. 05，6. 15，4. 08，7. 30 mg，先将

马钱苷酸和蛇床子素对照品置于同一 10 mL 量瓶

中，加甲醇定容至刻度，精密吸取该定容液 2 mL 与

龙胆苦苷、芍药苷对照品置于同一量瓶中，加甲醇

定容至 10 mL。结合对照品纯度，计算该混合对照

品 溶 液 中 P3，P5，P7，P23 质 量 体 积 分 数 分 别 为

228. 23，595. 94，397. 39，145. 27 mg·L-1。精密称取

6 份上述重复性试验中所用同批次样品 2. 5 g，精密

加入上述混合对照品溶液 1. 5 mL，按照 2. 3. 1 项下

条件制备供试品溶液并检测。计算马钱苷酸、龙胆

苦苷、芍药苷及蛇床子素的平均加样回收率分别为

101. 01%，97. 83%，98. 16%，98. 38%，RSD 分 别 为

2. 5%，2. 8%，2. 9%，2. 9%。综上所述，所建方法可

A.得分分析；B.模型验证；C.VIP 分析

图 4 15批参威骨痹片的 OPLS-DA

Fig. 4 OPLS-DA of 15 batches of Shenwei Gubi tablets

图 3 15批参威骨痹片的 PCA得分

Fig. 3 PCA score chart of 15 batches of Shenwei Gubi tablets

图 2 15批参威骨痹片的聚类热分析

Fig. 2 Heatmap of 15 batches of Shenwei Gubi tablets
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用于本品质控指标成分的定量分析。

2. 3. 3 样品测定 取 15 批参威骨痹片适量，按

2. 1. 1 项下方法制备供试品溶液，按 2. 3. 1 项下条件

测定，计算各指标成分的质量分数，见表 1。结果马

钱苷酸、龙胆苦苷、芍药苷、蛇床子素质量分数平均

值 分 别 为 161. 02，401. 80，255. 54，80. 68 μg·g-1，

RSD 依次为 20. 2%，24. 4%，15. 2%，43. 6%。说明

本品批间质控指标质量分数差异较大，故进一步对

本品生产过程质控指标转移率进行监测。

2. 4 各生产环节质控指标成分的转移率变化 由

表 1 可知，各质控指标成分含量的 RSD 较大，提示本

品批间有效成分含量一致性不佳。为减小各批次

样品间有效成分的含量差异，提升本品质量，保障

临床疗效，对参威骨痹片制备过程各中间体的质控

指标转移率［转移率=（各生产节点下中间体换算为

每克原料药所含质控指标成分的质量/每克原料药

中质控指标成分的质量）×100%］变化进行了研究，

以期为后续本品生产过程中间体质控标准的建立

提供依据。

取同一批次原料药（去除不同批次原料药有效

成分含量差异对本品质控指标批间差异的影响）进
行 3 次小试规模生产（制备得到的 3 批参威骨痹片

样品分别记为 S16，S17，S18），将制备过程中的饮

片-提取液、提取液-浓缩液、浓缩液-醇沉液、醇沉液-

稠膏、稠膏 -干膏、干膏 -颗粒、颗粒 -片剂 7 个环节单

元分别记为 L1，L2，L3，L4，L5，L6，L7，按 2. 1. 1 项

下方法制备供试品溶液，按 2. 3. 1 项下条件测定，计

算 3 次生产中每个环节下各质控指标的转移率下降

均值和标准偏差。由表 2 可知，L1 和 L5 是转移率下

降较大的 2 个环节，L2 环节单元下 4 个质控指标转

移率下降值的标准偏差之和（12. 8%）最大，L5 环节

次之（11. 2%），说明 3 次生产中 L2 和 L5 环节下中间

体中质控指标的转移率下降幅度差异较大，在往后

研究中可重点建立这 2 个生产环节中间体的质控标

准，并优化工艺参数，减小本品批间差异。由表 3 可

知，同一批次原料药制得的 3 批参威骨痹片中马钱

苷酸、龙胆苦苷、芍药苷、蛇床子素质量分数平均值

分别为 171. 54，407. 11，264. 14，80. 48 μg·g-1，RSD

依次为 9. 1%，6. 4%，9. 9%，18. 6%。表明原料药中

有效成分含量的差异对本品的批间质控指标含量

差异有影响，故后期可对原料药的质控标准提升进

A. 马钱苷酸检测；B. 龙胆苦苷检测；C. 芍药苷检测；D. 蛇床子素检

测；E. 紫外吸收光谱；a. 对照品；b. 供试品；c. 阴性样品（A~D 依次为

缺秦艽、秦艽、白芍、独活的阴性样品）；P3.马钱苷酸；P5.龙胆苦苷；

P7.芍药苷；P23.蛇床子素

图 5 参威骨痹片质控指标成分的 HPLC和紫外吸收光谱

Fig. 5 HPLC chromatograms and ultraviolet absorption spectra

of quality control index components of Shenwei Gubi tablets

表 1 15批参威骨痹片中指标成分的质量分数（n=4）

Table 1 Contents of index components in 15 batches of Shenwei

Gubi tablets（n=4） μg·g-1
样品

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

马钱苷酸

121.19

119.79

126.67

132.03

155.66

129.03

151.59

171.01

173.67

209.65

214.36

158.90

214.15

171.60

165.96

龙胆苦苷

188.79

318.93

249.30

330.41

370.92

382.81

469.74

400.94

427.82

428.15

525.38

505.84

524.86

433.40

469.71

芍药苷

218.25

195.43

216.64

202.70

216.61

232.15

282.04

259.25

259.81

276.04

297.38

282.20

297.09

281.25

316.26

蛇床子素

50.54

53.24

31.70

35.71

43.50

111.36

103.33

74.16

77.08

122.21

119.77

122.09

84.62

130.40

50.54

··134



第 26 卷第 15 期
2020 年 8 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 26，No. 15

Aug. ，2020

行深入研究。

3 讨论

通常人们对高维度量测数据的模式识别能力

远弱于对低维度量测数据的识别能力，而化学模式

识别是一种可借助计算机来揭示隐含于化学量测

数据内部规律的多元分析技术，在高维度的量测数

据分析及可视化处理中具有显著优势［17］。中成药

具有成分复杂、成分含量差异较大、较难全面进行

质量控制的特点，在建立较完善的质控标准中，不

可避免地会获得较高维度的量测数据（如指纹图谱

中的大量色谱峰数据），难以直接对数据进行判断

分析，此时，化学模式识别方法在相关分析中将发

挥显著的优势［18-19］。本文便依此原理对数据进行了

分析，寻找到差异较大的色谱峰，并结合本品临床

适应症，选定质控指标。

在参威骨痹片质控指标分析方法建立时，经预

试验对指纹图谱的检测波长进行了考察（210，220，

230，240，250 nm），其中 220 nm 和 230 nm 所能检测

到的色谱峰较多，且 230 nm 下各色谱峰峰面积间的

差距较小，分离度较好，杂质峰较少，故选定 230 nm

为 HPLC 指纹图谱检测波长。在参威骨痹片多指标

成分定量分析中，发现 230 nm 下检测到的蛇床子素

峰面积较小（蛇床子素最大吸收波长为 322 nm），导
致分析方法验证中准确度试验难以达到要求，故本

研究选择了 HPLC-DAD 对 4 个质控指标成分同时

测定，最终建立了本品可靠的多指标定量分析方

法 ，可为参威骨痹片后续的质量标准提升提供

依据。

本研究对参威骨痹片大生产规模样品批间质

控指标差异较大的问题进行了初步研究。结果表

明采用同一批次原料药进行 3 个批次样品生产时，

质控指标的差异有较大幅度降低，说明原料药中质

控指标成分的均一性对本品质控指标有较大影响，

故后期可通过提升原料药的质控标准以保障本品

质量。另一方面，可将中间体的质控标准建立重点

放在提取液 -浓缩液、稠膏 -干膏 2 个环节单元，因为

这 2 个环节单元中间体的指标成分含量一致性不

佳，是引起本品批间差异的主要生产环节。

综上所述，通过化学模式识别方法找出批间差

异较大的色谱峰，并结合临床适应症，选定质控指

标，在此基础上建立质控标准的方式可更加全面、

高效地控制参威骨痹片的质量，同时该过程也可为

其他中成药质控标准的建立提供思路和方法。提

升原料药质控标准和对生产过程中重复性不佳的

环节进行中间体质控标准建立是提升本品质量的

主要途径，同时这两方面的研究在今后中成药质量

提升中亦将越来越被重视。
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